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Resumo

Com a producdo de biodiesel, a quantidade de glicerina no mundo aumentou e
tornou-se excessiva. Algumas possibilidades de uso dessa glicerina tem sido
estudadas, como a producdo de monoglicerideos (MAG) e diglicerideos (DAG) através
da reacgdo do glicerol com acidos graxos. No presente trabalho foram usados dois tipos
de catalisadores nas reacdes: acido p-toluenosulfénico e enzima (lipase imobilizada de
Candida antarctica, Novozym 435). Um planejamento experimental foi determinado
com razdo molar de glicerol:acido oléico variando de 3:1 a 8:1, com 0,5 a 1,5% de
lipase e temperatura de 50 a 70°C; ou com 1,0 a 2,5% de acido p-toluenosulfénico e
temperatura de 110 a 150°C. Cromatografia liquida de exclusédo por tamanho (HPSEC)
foi usada para quantificar triglicerideos (TAG), DAG, MAG e &cidos graxos livres
(AGL). A melhor producdo de MAG e DAG apresentou-se na razao molar glicerol:4cido
oléico de 8:1 em ambos os métodos. O uso de 2,5% de p-toluenosulfénico a 150°C,
resultou em 38% de MAG e 53% de DAG. Com 1,5% de Novozym 435 a 50°C os
rendimentos foram de 27% de MAG e 53% de DAG.

Abstract

With the biodiesel production, the amount of glycerin increases in the world and
become excessive. Some possibilities of using this glycerin have been studied, like the
monoglycerides (MAG) and diglycerides (DAG) production by reactions of glycerol with
fatty acid. The present study used two different kinds of catalysts in the reactions: p-
toluenesulfonic acid and enzyme (immobilized lipase from Candida antarctica Novozym
435). An experimental design was determined with glycerol to oleic acid molar ratio of
3:1 at 8:1, with 0.5 to 1.5% of lipase at 50 to 70°C; or with 1.0 to 2.5% of p-
toluenesulfonic acid at 110 to 150C. High-performa nce size exclusion chromatography
(HPSEC) was used to evaluate triglycerides (TAG), DAG, MAG and free fatty acids
(FFA). The best MAG and DAG productions were in the molar ratio of 8:1 for

glycerol:oleic acid in both methods. The use of 2.5% p-toluenesulfonic acid at 150°C,
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leading to a content of 38% of MAG and 53% of DAG. With 1.5% of Novozym 435 at
50°C the MAG and DAG yields were 27 and 53%, respectively.

Introducéo

Desde janeiro de 2010, o diesel comercializado no Brasil contém obrigatoriamente
5% de biodiesel, segundo a Resolu¢do n°6/2009 do Conselho Nacional de Politica
Energética. O Brasil esta entre os maiores produtores e consumidores de biodiesel do
mundo com uma producdo, em 2009, de mais de 1,5bi de litros. Com 0 aumento na
producdo do biodiesel cresceu a oferta de glicerina, que corresponde a 10-12% do
produto formado na obtencdo do mesmo. Ja existe no Brasil capacidade instalada
para producdo de 430mi de litros de glicerina, cuja oferta € maior que a demanda,

podendo gerar um problema se novos usos da mesma nao forem criados (ANP, 2010).

Uma possibilidade de uso de glicerina esta na producdo de MAG, emulsificantes
amplamente utilizados em alimentos, farmacos e cosméticos. Sua sintese pode ser
conduzida de diversas formas, como a esterificacdo direta de glicerol com acidos
graxos (BANCQUART et al., 2001), que também resulta na producdo de DAG, os
quais tem se tornado importantes ingredientes da dieta alimentar, pois podem ser
empregados no controle da obesidade, problemas de coragéo, pressao arterial e dos
teores de colesterol (YASUKAWA & KATSURAGI, 2004).

Industrialmente, a producdo de MAG consiste na reacdo de glicerdlise, reacédo de
TAG com glicerol na presenca de catalisadores inorganicos sob altas temperaturas.
Devido as altas temperaturas os produtos obtidos possuem diversas desvantagens,
como baixo rendimento, cor escura e gosto de queimado (FREGOLENTE et al., 2008).
A sua substituicao pela rota enzimética, com o emprego de lipases, tem se mostrado
uma alternativa atrativa, pois temperaturas mais amenas sdo adotadas nesse
processo, prevenindo a formacdo de produtos indesejaveis, implicando em baixo

consumo energético e em produtos de melhor qualidade (FREGOLENTE et al., 2008).

Esta pesquisa teve como objetivo a transformacdo da glicerina em MAG e DAG
através de reacfes de glicerdlise com catalisadores quimico e enzimatico, utilizando o

planejamento experimental e tendo como base a analise estatistica.

Material e Métodos
Para obtencdo de MAG e DAG, foi utilizada glicerina purificada proveniente da

producéo de biodiesel e &cido oléico (marca Synth). O catalisador enzimatico utilizado



foi a lipase comercial imobilizada Novozym 435 produzida por Candida antartica, e

como catalisador quimico, o acido para-tolueno sulfénico.

Um planejamento fatorial 2° foi empregado para estudar os efeitos das variaveis
independentes sobre a quantidade de MAG e DAG formados em cada tipo de reacéo e

de catalisador utilizado (Tabela 1).

TABELA 1. Planejamento experimental para reacéo de glicerélise com acido oléico via catalise
gquimica e enzimética.

Catélise Quimica (Nivel) Catélise Enzimatica(Nivel)

Variaveis Independentes -1 0 +1 -1 0 +1

Conc. Catalisador (%), C 1 1,75 25 0,5 1,0 15
Temperatura (°C), T 110 130 150 50 60 70
Razdo glicerol: acido oléico, R 3.1 5,5:1 8:1 3:1 5,5:1 8:1

A analise dos teores de MAG, DAG, TAG e AGL foi efetuada segundo
Schoenfelder (2003) por HPSEC (High Pressure Size Exclusion Chromatography)
utilizando-se cromatégrafo liquido. Padr6es de MAG, DAG, TAG e &cido oléico foram
utilizados. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo
programa Statistica 9.0 (Statsoft, 2009).

Resultados e Discussao
Através do planejamento experimental foi possivel investigar os efeitos dos fatores
reacionais de concentracdo de catalisador, temperatura reacional e razao

glicerol:acido oléico sobre os percentuais de MAG e DAG formados apds as reacoes.

Catalise guimica

Os resultados obtidos das reacfes do acido graxo com catalisador quimico e das

andlises estatisticas encontram-se nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

TABELA 2. Valores experimentais da variavel dependente (resposta) para glicerélise com
acido oléico via catalise quimica.

Ensaio Variaveis independentes Variaveis dependentes (%)
C T R AGL MAG DAG
1 1,0 (-1) 110 (-1) 3:1(-1) 77,49 2,84 7,62
2 2,5 (+1) 110 (-1) 3:1(-1) 8,17 34,80 48,41
3 1,0 (-1) 150 (+1) 3:1(-1) 1,41 40,12 51,62
4 2,5 (+1) 150 (+1) 3:1(-1) 2,74 32,29 50,61
5 1,0 (-1) 110 (-1) 8:1 (+1) 83,96 3,30 2,62
6 2,5 (+1) 110 (-1) 8:1 (+1) 60,49 16,62 13,04
7 1,0 (-1) 150 (+1) 8:1 (+1) 7,49 45,24 42,56
8 2,5 (+1) 150 (+1) 8:1 (+1) 1,37 38,11 53,00
9 1,75 (0) 130 (0) 5,5:1 (0) 65,17 17,44 10,59
10 1,75 (0) 130 (0) 5,5:1 (0) 69,12 15,38 9,54

Analisando os resultados, observa-se que 0s ensaios 8 e 3 correspondem aos
menores teores de AGL, de 1,37% e 1,41%, as maiores quantidades de MAG, de
38,11% e 40,12%, e de DAG formados, de 53,00% e 51,62%, respectivamente.



TABELA 3. Coeficientes de regressao associados ao modelo matematico codificado
para a glicerélise do acido oléico por catalise quimica — MAG e DAG.

MAG DAG
Variavel Efeito  MS Erro p Efeito  MS Erro p
puro puro
Média global 24,6140 0,4606 0,0119 28,9610 0,2348 0,0052
Efeitos principais
C 7,5800 1,0300 0,0860 15,1600 0,5250 0,0220
T 245500 11,0300 0,0267 31,5250 0,5250 0,0106
R -1,6950 1,0300 0,3476 -11,7600 0,5250 0,0284
Efeito de interacéo
CxT -15,0600 11,0300 0,0435 -10,4450 0,5250 0,0320
CxR -4,4850 1,0300 0,1437 -4,7300 0,5250 0,0703
TxR 7,1650 1,0300 0,0909 8,4250 ,05250 0,0396

Os valores mostrados em negrito na Tabela 3 sdo os significativos, considerando
um intervalo de confianca de 95% (p<0,05). O efeito mais significativos foi de T, que
apresentou efeito positivo sobre o rendimento em MAG e DAG. Para rendimento em
DAG, o efeito de C e de R também foram significativos, sendo o primeiro positivo e 0

segundo negativo. A interagdo CxT foi a mais significativa, com efeito negativo.

Considerando apenas os fatores significativos, foi feita a Andlise de Variancia
(ANOVA), conforme as Tabelas 4 e 5.

TABELA 4. Andlise de variancia associada ao modelo matematico codificado para a
glicerélise com &cido oléico via catalise quimica — MAG.

Fonte de variac&o GL* SQ** MQ**  F icuade  Frabelado R*
Regresséo 2 1,66E+03 8,30E+02 12,08 4,74 0,78
Residuo 7 4,81E+02 6,87E+01
Falta de ajuste 6 4,79+02 7,98E+01 37,59 234,0
Erro puro 1 2,12E+00 2,12E+00
Total 9 2,14E+03 -

*GL: grau de liberdade  **SQ: soma quadratica  ***MQ: média quadratica

Na Tabela 4, observa-se que o coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,78,
indicando que o modelo explicou 78% da variacdo dos dados experimentais. Como
Feaculado Para a regressado foi superior a Fipelado, © Modelo pode ser considerado
preditivo. Do mesmo modo, como Feacuado fOi inferior a Fiapelado Verificou-se que nao
houve falta de ajuste.

TABELA 5. Andlise de variancia associada ao modelo matematico codificado para a
glicerolise com acido oléico via catalise quimica — DAG.

Fonte de variacdo GL SQ MQ F cacuado  Ftabelado R*
Regresséao 5 3,08E+03 6,17E+02 2,13 6,26 0,73
Residuo 4 1,16E+03 2,89E+02
Falta de ajuste 3 1,16E+03 3,85E+02 699,02 2157
Erro puro 1 5,61E-01 5,51E-01
Total 9 4,24E+03 -

Na Tabela 5, R? indica que o modelo explicou 73% da variacdo dos dados

experimentais. O valor de Fcacuiado para a regressao foi inferior ao de Fiapelado, indicando



que o modelo ndo pode ser utilizado para predicdes. Além disso, o alto valor de

Fcaliculado €M relac@o a Fipelado, iNdicou que 0 modelo apresenta falta de ajuste.

Catalisador enzimatico

Os resultados obtidos das reagfes do acido graxo com catalisador enzimatico

encontram-se na Tabela 6.

TABELA 6. Valores experimentais da variavel dependente (resposta) para glicerélise com
acido oléico via catalise enzimatica.

Ensaio Variaveis independentes Variaveis dependentes (%)
C T R AGL MAG DAG
1 0,5(-1) 50 (-1) 3:1(-1) 77,42 3,56 14,15
2 1,5 (+1) 50 (-1) 3:1(-1) 46,16 11,79 40,67
3 0,5(-1) 70 (+1) 3:1(-1) 50,67 13,54 37,18
4 1,5 (+1) 70 (+1) 3:1(-1) 12,60 25,54 49,89
5 0,5 (-1) 50 (-1) 8:1 (+1) 65,02 5,50 20,96
6 1,5 (+1) 50 (-1) 8:1 (+1) 6,88 26,55 53,01
7 0,5 (-1) 70 (+1) 8:1 (+1) 50,75 13,15 44,08
8 1,5 (+1) 70 (+1) 8:1 (+1) 11,11 25,16 51,04
9 1,0 (0) 60 (0) 5,5:1 (0) 20,76 25,19 49,67
10 1,0 (0) 60 (0) 5,5:1 (0) 25,22 24,87 49,60

Analisando-se a Tabela 6, apés as reacdes de glicerdlise via catélise enzimética,
0S experimentos responsaveis pelos maiores rendimentos apresentaram C de 1,5%.
As maiores quantidades formadas de 26,55% MAG e 53,01% de DAG, correspondem

ao ensaio 6.
Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados das andlises estatisticas para os
dados de producéo de MAG e de DAG, considerando p<0,05.

TABELA 7. Coeficientes de regressdo associados ao modelo matematico codificado
para a glicerélise do acido oléico por catélise enziméatica — MAG e DAG.

MAG DAG
Variavel Efeito MS Erro p Efeito MS Erro p
puro puro
Média global 17,4850  0,0716 0,0026 41,0250 0,0157 0,0002
Efeitos principais
C 13,3225  0,1600 0,0076 19,5600  0,0350 0,0011
T 7,4975 0,1600 0,0136 13,3500 0,0350 0,0017
R 3,9825 0,1600 0,0256 6,8000 0,0350 0,0033
Efeito de interacéo
CxT -1,3175  0,1600 0,0769  -9,7250  0,0350 0,0023
CxR 3,2075 0,1600 0,0317  -0,0550 0,0350 0,3608
TXR -4,3675  0,1600 0,0233 -2,7750  0,0350 0,0080

De todos os fatores, somente as interacdes CxT e CxR n&o foram significativas,
segundo a Tabela 7. O efeito mais significativo para producédo de MAG e DAG foi da
concentracdo de catalisador, positivo. Considerando apenas os fatores significativos,
foi feita a Analise de Variancia (ANOVA), conforme as Tabelas 8 e 9, onde observa-se
que os modelos ndo podem ser considerados preditivos e apresentaram falta de

ajuste, conforme a comparacao entre 0s valores de Feacuiado € 0S Valores de Fiapelado-



TABELA 8. ANOVA para a glicerélise com acido oléico via catalise enzimatica — MAG.

Fonte de variacdo GL SQ MQ Fcalculado Fiabelado R*
Regresséao 5 5,58E+02 1,12E+02 2,68 6,26 0,77
Residuo 4 1,66E+02  4,16E+01
Falta de ajuste 3 1,66E+02 5,54E+01 1082,69 2157
Erro puro 1 5,12E-02 5,12E-02
Total 9  7,24E+02 -
TABELA 9. ANOVA para a glicertlise com acido oléico via catalise enzimatica — DAG.
Fonte de variacio ~ GL SQ MQ F caloulado Fiabelado R’
Regressédo 5 1,42E+03 2,84E+02 5,64 6,26 0,88
Residuo 4 2,01E+02 5,03E+01
Falta de ajuste 3 2,01E+02 6,71E+01 27379,74 2157
Erro puro 1 2,45E-03 2,45E-03
Total 9 1,62E+03 -
Concluséo

A reacdo de glicerdlise na presenca de catalisador quimico foi mais efetiva quanto

a formagéo de MAG e DAG que a glicerdlise via catélise enzimatica.
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